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ИЗУЧЕНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 
ПОЛЕВЫХ ИЗОЛЯТОВ ПАРВОВИРУСА СОБАК 


Введение 

Парвовирусный энтерит собак (ПВЭ- 
Соб) — наиболее распространенное и кон- 
тагиозное заболеваний собак, преимущес- 
твенно щенков в возрасте от 1,5 месяцев до 
1 года, характеризующееся рвотой, гемор- 
рагическим гастроэнтеритом, профузным 
поносом, миокардитом, лейкопенией, де- 
гидратацией и высокой летальностью (до 
100%). 

Первый представитель этой группы 
был выделен Г. КИваш от крыс в 1959 г. 
Парвовирус собак впервые выделил и опи- 
сал З1ез] в 1976 г В 1978 г. явившийся причи- 
ной этой инфекции в Америке Арре1, Еиз- 
езбег е{. а!. выделили возбудителя. Распро- 
странение болезни носило характер панде- 
мии, и в период с 1978 по 1981 год охватило 
все континенты мира. Проникновение пар- 
вовирусного энтерита собак в нашу стра- 
ну совпало с Олимпийскими Играми 1980 
г Тогда же было положено начало в изуче- 
нии методов диагностики и профилакти- 
ки парвовирусного энтерита собак в Рос- 
сии [2,3,4]. 

Источником инфекции служат вирусо- 
носители, а также больные собаки, кото- 
рые выделяют вирус во внешнюю среду с 
фекалиями, слюной, рвотными массами в 
первые 4-7 дней после заболевания. Зара- 
жение животных происходит алиментар- 
ным и аэрогенным путями. Вирус локали- 
зуется в эпителии крипт слизистой оболоч- 
ки кишечника. Первичное место реплика- 
ции вируса — тимус. Парвовирусный анти- 
ген обнаруживают в языке (96,3%), глотке 
(81%), пищеводе (50%), в слизистой обо- 
лочке кишечника (85,2%), в костном мозге 


(81,6%), селезенке (79,7%), тимусе (66,7%), 
мезентериальных лимфоузлах (60,4%), 
миндалинах (58,5%) и не выявляется в эпи- 
телии кожи и слизистых мужских и женс- 
ких гениталий [4]. 

В настоящее время, были исследованы 
на чувствительность к парвовирусу собак 
различные первичные (фибробласты эм- 
брионов кур и перепелов, почек котят, со- 
бак, крольчат, тестикул быка, селезенки 
кошки) и перевиваемые культуры клеток 
(МОВК- почки быка, МУ- легкого норки, 
ПК-91- почки кошки, 2 клеточные линии 
почек собак А-72 и МОСК). Высокие тит- 
ры гемагглютининов (1:4096-1:16384) ре- 
гистрировались в инфицированных пере- 
виваемых культурах клеток ПК-91, (1:128- 
1:8192) МОСК и первичных культурах кле- 
ток почек котят, более низкие (1:128-1:512)) 
- в первичных культурах клеток селезенки 
кошки и почек собак. Малочувствитель- 
ными или нечувствительными к зараже- 
нию были культуры клеток фибробластов 
эмбрионов кур и перепелов, почек эмбри- 
онов свиней и эмбрионов коров, тестикул 
быка, почки крольчат, а из перевиваемых 
- МОВК и МУ [1,2,3,5,8]. Ряд авторов [6,7], 
определили способность различных штам- 
мов парвовируса к репликации в клеточ- 
ных культурах, полученных из тканей ко- 
шек (МГЕС - кошачья почечная линия) и 
собак (А-72, МОСК- собачья почечная ли- 
ния), они были тестированы на их способ- 
ность поддерживать репродукцию парво- 
вирусов. 

В нашу задачу входило выделение изо- 
лятов парвовируса собак из патологичес- 
кого материала от больных животных и 
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подбор наиболее чувствительных культур 
клеток для дальнейших научных исследо- 
ваний по изучению биологических свойств 
возбудителя. 
Материалы и методы 

В период 2005-2006 гг. от беспородных 
щенков в возрасте 1,5-3 месяцев, содержа- 
щихся в приюте Центра Животных «Ва- 
лента» г. Владимира, подозреваемых по за- 
болеванию ПВЭСоб были взяты пробы ка- 
ла, а от павших и вынужденно убитых про- 
бы языка, сердца, печени, селезенки, ки- 
шечника, содержимого кишечника. Отоб- 
ранные пробы исследовали на наличие ви- 
руса в ИФА с помощью «Набора для выяв- 
ления антигенов парвовирусного энтери- 
та собак, вирусного энтерита норок и пан- 
лейкопении кошек иммуноферментным 
анализом» производства НПО «Нарвак», 
в соответствии с инструкцией по примене- 
нию, и в РГА с эритроцитами свиньи. Для 
выделения парвовирусного антигена из па- 
тологического материала и наработки ви- 
русного материала использовали: первич- 
нотрипсинизированные культуры клеток 
ПК (почки котенка), Ц (почки щенка), 
СК (селезенки котенка), ТК (тестикулы 
козленка) и перевиваемые линии клеток 
МОСК (почки собаки), СгЕК (почки кош- 
ки), Е$ (селезенки кошки), Уего (почки зе- 
леной мартышки), ППК (почки свиньи), 
ЭН (эмбриона норки). 

Результаты исследований 

Для исследования из проб кала, языка, 
сердца, печени, селезенки, кишечника, со- 
держимого кишечника готовили 10%-ную 
суспензию на фосфатно-буферном раство- 
ресрН 6,6 и центрифугировали ее в тече- 
ние 15 мин при 1500-2000 об/мин. Надоса- 
дочную жидкость исследовали на наличие 
вируса в ИФА иРГА. 

Результаты ИФА учитывали визуаль- 


но: лунки с исследуемыми образцами, в ко- 
торых присутствовал специфический анти- 
ген, имели характерное окрашивание (си- 
не-голубое). Реакция считалась положи- 
тельной, когда была заметна разница в ин- 
тенсивности окрашивания опытных и кон- 
трольных лунок планшета. 

Положительные в ИФА пробы иссле- 
довали в РГА, титры гемагглютининов со- 
ставляли от 1:128 до 1:32768. Отрицатель- 
ные в ИФА пробы в РГА не агглютиниро- 
вали эритроциты (табл.1). 

Из данных, представленных в таблице 
1 видно, что наибольшая концентрация ви- 
руса ПВЭСоб отмечается в ИФА в пробах, 
приготовленных из языка, кишечника, ка- 
ла, активность которого в РГА с эритроци- 
тами свиньи составляла 1:128 - 1:32768. 

Для выделения вируса на культуре кле- 
ток использовали 10%-ную суспензию, 
приготовленную из проб языка, кишечни- 
ка и кала, с последующей очисткой хлоро- 
формом и микрофильтрации через филь- 
тры «Миллипор» с диаметром пор 22 нм. 
Следующим этапом работы было внесе- 
ние парвовирусного антигена с тиром 1:64- 
1:128 в полностью сформированный моно- 
слой первичнотрипсинизированных (ПК, 
ПЩ, СК,ТК) и перевиваемых культур кле- 
ток (МОСК, СгЕК, Е$, Уего, ППК и ЭН). 
Чувствительность данных культур к виру- 
су определяли по уровню накопления в них 
гемагглютининов в процессе последова- 
тельных 3-х и более пассажей (табл. 2). 

Из таблицы 2 видно, что более чувстви- 
тельными культурами клеток к выделен- 
ным изолятам парвовируса были кошачьи 
линии клеток (СК, ПК, С!ЕК и ЕЗ) гемаг- 
глютинины в них накапливались в процес- 
се последовательных 3 пассажей в высоких 
титрах (1:128-1:8192), а в других культурах 
(ПЩ,ТК, МОСК, Уего, ППК, ЭН) они сни- 

Таблица 1 


Результаты выделения парвовирусного энтерита из биоматериала 
от больных и подозреваемых по заболеванию щенков 


Биоматериал (10% Активность вируса в: 
суспензия): ИФА РГА 

Язык + 1:128 - 1:1024 
Сердце = = 
Печень - - 
Селезенка - - 
Кишечник + 1:1024 - 1:32768 
Содержимое кишечника - - 

Проба фекалия + 1:128 — 1:8192 


Примечание: «+» — положительная реакция, 
<«-» — отрицательная реакция. 


56 


Ветеринарная патология. № 3. 2007 


ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В ВЕТЕРИНАРИИ 


Таблица 2 
Чувствительность первичнотрипсинизированых и перевиваемых 
культур клеток к парвовирусу собак (по данным РГА) 
Культуры клеток Пассаж 1 Пассаж 2 Пассаж 3 Пассаж 4 Пассаж 5 

пщ 1:16-1:128 1:32-1:128 1:16-1:32 1:4-1:8 - 
пк 1:64-1:512 1:64-1:512 1:128-1:512 1:64-1:128 - 
СК 1:64-1:1024 1:64-1:1024 | 1:128-1:1024 1:64-1:128 - 
Тк 1:16-1:32 1:4-1:8 - - - 
МОСК 1:32-1:128 1:16-1:64 1:2-1:8 - - 

СТЕК 1:128-1:512 | 1:128-1:1024 | 1:256-1:4096 | 1:256-1:2048 | 1:128-1:1024 

Е5 1:64-1:1024 | 1:128-1:4096 | 1:256-1:8192 | 1:512-1:8192 | 1:512-1:4096 
Уего 1:8-1:16 1:2-1:4 - - - 
пик 1:16-1:32 1:4-116 - - - 
ЭН 1:32-1:128 1:8-1:16 - - - 


Примечание: <«-» - отрицательная реакция. 


жались к 3-му пассажу (1:2-1:32) или вооб- 
ще не наблюдались. Видимого цитопати- 
ческого действия ни в одной из культур вы- 
деленные изоляты не проявляли. 

Таким образом, на основании получен- 
ных данных, установлено, что наиболь- 
шая активность вируса ПВЭСоб в ИФА и 
РГА отмечается в пробах приготовленных 
из языка, кишечника и кала. По результа- 
там проведенных нами опытов можно ска- 
зать, что для выделения парвовируса собак 
из патологического материала и наработ- 
ки вирусного материала можно использо- 
вать как первичнотрипсинизированные 
культуры клеток СК, ПК, так и перевива- 
емые культуры клеток СТЕК и Е$. Одна- 
ко, на наш взгляд, наиболее перспективны- 
ми культурами для репродукции парвови- 
руса собак являются перевиваемые куль- 
туры клеток СтЁК и Е$, так как примене- 


РЕЗЮМЕ 


ние первичнотрипсинизированных куль- 
тур клеток не экономично и не удобно из- 
за: сезонности получения доноров ткани, 
контаминации культур клеток различны- 
ми вирусами и бактериями, а также невоз- 
можности длительного пассирования ви- 
руса ш уго из-за низкой технологичности 
данных культур. 
Заключение 

Установлено, что при выделении поле- 
вых изолятов парвовируса собак от боль- 
ных животных из патологического мате- 
риала наивысшие титры получены в про- 
бах из языка, кишечника и кала. Исследо- 
вание большого спектра перевиваемых и 
первичнотрипсинизированых культур кле- 
ток показало, что наиболее чувствитель- 
ными и технологичными являются коша- 
чьи линии перевиваемых культур клеток 
СТЕК и Е$. 


Представлены данные по выделению возбудителя парвовирусного энтерита от беспородных щенков 
и изучению чувствительности первичнотрипсинизированных и перевиваемых культур клеток к ука- 
занному возбудителю с целью изучения его биологических свойств. 


ЗОММАКУ 


Па оп Фе 5о!айоп 0Ё рагуоуйи$ ещег 5 арепЕ гот 5@гау 402 рирр!е$ ап@ ду оЁ рентагЙу шурзнииеа 
апа сопбпиоцз се! сиНиге$ ог Шей: зепу@уНу №0 Ше 5а14 арепЕ Гог туезбрайоп оЁ Из Моортса! ргорег- 


Че5 аге ргезеше4 т Ше рарег. 


Литература 


1. А.Г Дурыманов, А.М. Шестопалов. Новая пере- 
виваемая культура клеток почки кошки (ПК-91), 
перспективная для репродукции парвовирусов 
плотоядных // Биотехнология. 1999. № 6. С. 42-44. 

2. М.М. Рахманина, А.А. Сулимов, А.В. Селиванов. 
Биологические свойства парвовируса собак // 
Ветеринария. 1992. № 7-8. С. 21-26. 

3. М.М. Рахманина, Биологические свойства парво- 
вируса собак, лабораторная диагностика болез- 
ни: автореф. дис. ... канд. вет. наук. М., 1993. 25 с. 

4. В.Н. Сюрин, А.Я. Самуйленко, Б.В. Соловьев, Н.В 
Фомина. Парвовирусная инфекция собак. Вирус- 
ные болезни животных. М.: ВНИТИБП, 1998. С. 
561-570. 


5. А.М. Шестопалов, М.И.Кисурина, А.Г Дурыма- 
нов. Сравнительная характеристика некоторых 
парвовирусов плотоядных // Вопр. вирусологии. 
1998. № 5. С. 199-204. 

6. Г.М. Вша, В.Н. Магу, Е.Н. УерВепзоп. Ез- 
{а 156 теп( оЁа сапше се| Ппе: 4ЧепуаНоп, свагас- 
{егхаНоп ап4 у!га1 зресигит // Ал. 7. Мет. Кез. 1980. 
\Уо1. 41, М 6.Р 855-860. 

7 ЕВ. оБщ5оп, М.О. Нозгап. Зигасватга! рго{ейшз оЁ 
НАРЕМ- упчз // Уною5у. 1973. Уа]1. 51, М 1.Р 129-137 

8. Ч.Туеп, С.В. Раги$В. Сапше апа еше Во$4 гапое 
оЁ сапше рагуоуйла$ апа Ее!пе рашечкКореша уаз: 
Ч$НпсЕ Во$Е сей гор1зпл$ оЁеасН уйга$ 11 УЙго ап ш 
мо // ]. Уно/. 1992. Ма. 66, М 9.Р. 5399-5408. 


Ветеринарная патология. № 3. 2007 


57 


